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MODELE ANIMAL DE LA MALADTE D'ALZHEIMER. 
PREPARATION ET UTILISATIONS 

La presente invention conceme un modele animal de la maladie d'Alzheimer, 
sa preparation au moyen de virus recombinants, et son utilisation, notamment pour la 
5 mise en evidence de composes actifs. Plus particulierement, elle conceme des 
adenovirus recombinants comportant une sequence d'ADN cod ant pour une forme du 
precurseur du peptide amyloide, leur preparation et leur utilisation pour la preparation 
de modeles animaux de la maladie d'Alzheimer. Elle conceme aussi 1'utilisation de ces 
modeles animaux, notamment pour la mise en evidence de composes actifs sur la 

10 maladie d'Alzheimer, ainsi que les composes identifies. 

La maladie d'Alzheimer atteint actuellement 10 % des personnes agees de 
plus de 65 ans, et 20 % au dela de 80 ans. Les estimations prevoient pour Tan 2000, 5 
a 8 millions de cas aux Etats-Unis et 23 millions dans le monde. Cette demence senile 
est caracterisee par la presence post-mortem de plaques seniles (comportant un depot 

15 amyloide central) et de degenerescences neurofibrillaires. Bien que l'etiologie de la 
maladie ne son pas encore entierernent connue, la formation des depots amyloides 
semble correspondre a un evenement precoce et determinant 

Le composant majoritaire de ces depots est le peptide BA4 de 39 a 43 acides 
amines dont le precurseur, designe precurseur du peptide amyloide (APP pour 

20 "Amyloid Precursor Protein"), a ete clone et sequence (Kang et al., Nature 325 (1987) 
733). Depuis, differentes isoformes du precurseur du peptide amyloide ont ete 
identifies, correspondant a un epissage alternatif de TARN premessager (Ponte et al., 
Nature 331 (1988) 525). De plus, Identification recente dans certaines formes 
familiales de la maladie d'Alzheimer de mutations dans FAPP a renforce Timplication 

25 de cette proteine dans l'etiologie de la maladie. 

Actuellement, Tetude de la maladie d'Alzheimer et la mise au point de 
composes actifs sur cette maladie sont extremement difficiles, notamment en raison de 
l'absence de modeles animaux de cette pathologie. Les seuls modeles disponibles 
actuellement reposent sur Tetude in vitro de Tagregation du peptide B amyloide ou de 

30 la toxicite de ce peptide sur cellules en culture. Mais ce type de modele ne peut etre 
predictif dune activite in vivo, en particulier pour une pathologie aussi complexe que 
la maladie d'Alzheimer. La presente invention apporte une solution a ce probleme. Elle 
decrit en effet la preparation de modeles animaux de la maladie d'Alzheimer, ainsi que 
la possibilite d'utiliser ces modeles pour la mise en evidence de composes actifs sur 

35 cette pathologie. Les modeles selon Finvention ont ete prepares au moyen de vecteurs 
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viraux, plus particulierement de vecteurs derives des adenovirus, contenant une 
sequence d'ADN codant pour une forme du precurseur du peptide amyloide. La 
demanderesse a en effet montre qu'il est possible de construire des adenovirus 
recombinants contenant une telle sequence codant pour une forme du precurseur du 
5 peptide amyloide, d'administrer ces adenovirus recombinants a un animal, que cette 
administration permet une expression de cette sequence dans ledit animal et en 
particulier dans le systeme nerveux dudit animal, et que Texpression obtenue permet 
d'induire sur ledit animal certaines caracteristiques anatomohistologiques et/ou 
comportementales de la maladie d'Alzheimer. 

10 Un premier objet de la presente invention reside done dans un adenovirus 

recombinant defectif comprenant une sequence d'ADN codant pour une forme du 
precurseur du peptide amyloide. 

II a ete montre dans la demande copendante n° PCT/EP93/02519 que les 
adenovirus pouvaient etre utilises pour le transfert de genes in vivo dans le systeme 

15 nerveux. Les adenovirus recombinants de la presente invention sont particulierement 
avantageux puisqu'ils sont capables d'induire Tapparition de symptomes de la maladie 
d'Alzheimer chez l'animal. En particulier, de maniere surprenante, les adenovirus de 
Tinvention sont capables d'induire Tapparition de caracteristiques anatomohistologiques 
et/ou componementales de la maladie d'Alzheimer, ce qui permet la realisation d'un 

20 modele physiopathologique animal particulierement avantageux pour 1'etude et la mise 
au point d'un traitement de cette maladie. 

Les proprietes particulierement avantageuses des modeles de Tinvention 
decoulent essentiellement du virus utilise (adenovirus defectif, delete de certaines 
regions virales), du promoteur utilise pour Texpression de la sequence codant pour 
25 l'APP (promoteur viral de preference), et des methodes d'administration dudit vecteur, 
permettant l'expression efficace et dans les tissus appropries de la sequence APP. 

Preferentiellement, on utilise dans le cadre de la presente invention un 
adenovirus depourvu des regions de son genome qui sont necessaires a sa replication 
dans la cellule cible. Les adenovirus defectifs selon Tinvention sont done incapables de 
30 se repliquer de facon autonome dans la cellule cible. 

Generalement, le genome des adenovirus defectifs utilises dans le cadre de la 
presente invention est depourvu au rnoins des sequences necessaires a la replication 
dudit virus dans la cellule infectee. Ces regions peuvent etre soit eliminees (en tout ou 
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en partie), soit rendues non-fonctionnelles, soit substitutes par d'autres sequences et 
notamment par la sequence codant pour une forme du precurseur. 

Preferentiellement, le virus defectif conserve neanmoins les sequences de son 
genome qui sont necessaires a 1'encapsidation des particules virales. 
5 II existe differents serotypes d'adenovirus, dont la structure et les proprietes 

varient quel que peu. Parmi ces serotypes, on prefere utilizer dans le cadre de la 
presente invention les adenovirus humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) ou les 
adenovirus d'origine animale. Parmi les adenovirus d'origine animale utilisables dans le 
cadre de la presente invention on peut citer les adenovirus d'origine canine, bovine, 

10 murine, (exemple : Mavl, Beard et al., Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire 
ou encore simienne (exemple : SAV) (voir demande FR 93 05954). De preference, 
1'adenovirus d'origine animale est un adenovirus canin, plus preferentiellement un 
adenovirus obtenu a partir d'une souche CAV2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC 
VR-800) par exemple]. II peut egalement s'agir d'un adenovirus d'origine mixte 

15 (contenant des sequences humaines et des sequence animales). 

Dans un mode prefere, I'adenovirus de I'invention est un adenovirus humain 
de type Ad2 ou Ad5. 

Dans un autre mode prefere, I'adenovirus de I'invention est un adenovirus 
canin de type CAV-2. 

20 Comme indique ci-dessus, les adenovirus de I'invention portent une sequence 

dADN codant pour une forme du precurseur du peptide amyloide. Le terme 
precurseur du peptide amyloide designe au sens de la presente invention tout peptide 
capable de maturer en peptide amyloide. De preference, le precurseur du peptide 
amyloide selon I'invention est capable de maturer en une fonme du peptide amyloide 

25 BA4 ou d'un variant de celle-ci. De maniere particulierement avantageuse, il doit 
pouvoir maturer en une des formes comprenant 39 a 43 acides amines du peptide 6A4. 

De preference, le precurseur du peptide amyloide au sens de Tinvention est 
represents par tout variant naturel ou artificiel de l'APP. Comme indique ci-avant, 
differents variants naturels de TAPP existent, ainsi que certaines formes mutees. Parmi 
30 les formes naturel les du precurseur, on peut citer plus particulierement les isoformes 
APP695, APP751 et APP770. Par ailleurs, des variants artificiels de TAPP peuvent 
etre utilises, notamment des variants contenant une region N-terminale tronquee. En 
effet, dans les variants naturels de l'APP, et en particulier pour Tisoforme de l'APP a 
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695 acides amines, le peptide amyloide mature est situe au centre de la molecule, au 
niveau des residus 597 a 638 (Kang et al., Nature 325 (1987) 733). Dans un mode de 
realisation avantageux de 1'invention, on utilise une sequence d'ADN codant pour le 
precurseur du peptide amyloide tronque dans sa region N-terminale. Plus 
5 preferemiellement, on utilise une sequence d'ADN codant pour le precurseur du 
peptide amyloide tronque de la region N-terminale precedent le peptide amyloide 
[variant A4CT ou SpA4CT (precede d'une sequence signal)]. 

Preferemiellement, 1'adenovinis de 1'invention comprend une sequence d'ADN 
codant pour tout variant naturel ou synthetique de FAPP. 
10 Encore plus preferemiellement, 1'adenovirus de 1'invention comprend une 

sequence d'ADN codant pour l'APP695, rAPP751 ou l'APP770. 

Dans un mode particulier, 1'adenovirus de 1'invention comprend une sequence 
d'ADN codant pour le precurseur du peptide amyloide tronque dans sa region N- 
terminale, tel que notamment les variants A4CT ou SpA4CT. 

15 Par ailleurs, il est entendu que la sequence d'ADN peut etre egalement toute 

sequence homologue a celles decrites ci-dessus, codant pour une forme du precurseur 
du peptide amyloide tel que defini ci-avant. De telles sequences homologues peuvent 
en particulier etre obtenues par des techniques connues de I'homme du metier, telles 
que la mutation, deletion, addition et/ou hybridation avec les sequences decrites ci- 

20 dessus. Panmi les formes mutees, on peut citer a titre d'exemple les mutations 
observees dans les formes familiales de la maladie d' Alzheimer. 

Avantageusement, la sequence codant pour le precurseur du peptide amyloide 
est placee sous le controle de signaux d'expression heterologues permettant son 
expression dans les cellules infectees. Au sens de la presente invention, on entend par 

25 signaux d'expression heterologues des signaux differents de ceux naturellement 
responsables de Texpression du precurseur du peptide amyloide. II peut s'agir en 
particulier de sequences responsables de l'expression d'autres proteines, ou de 
sequences synthetiques. Notamment, il peut s*agir de sequences promotrices de genes 
eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 

30 genome de la cellule que Ton desire infecter. De meme, il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome dun virus, y compris Tadenovirus utilise. 



WO 95/22616 



PCT/FR95/00187 



5 

Preference! lement, la sequence d'ADN est placee sous le controle de signaux 
d'expression p>enmettant son expression dans le systeme nerveux d'un animal, choisis de 
preference parmi les promoteurs d'origine virale. 

Plus particulierement, on peut citer par exernple les promoteurs E1A, MLP, 
5 CMV, LTR-RSV, etc. 

En outre, les sequences d'expression peuvent etre modifiees par addition de 
sequences d'activation de regulation, ou permettant une expression tissu-specifique. D 
peut en effet etre particulierement interessant d'utiliser des signaux d'expression actifs 
specifiquement ou majoritairement dans les cellules nerveuses, de maniere a ce que la 
10 sequence d'ADN ne soit exprimee et ne produise son effet que Iorsque le virus a 
effectivement infecte une cellule nerveuse. A cet egard, on peut citer par exernple le 
promoteur de la GFAP. 

Dans un mode particulierement avantageux, l'adenovirus de l'invention 
comprend une sequence d'ADN codant pour une forme du precurseur du peptide 
15 amyloide sous controle du LTR-RSV. Comme le montrent les exemples, cette 
construction permet en effet d'exprimer de maniere tres efficace et durable ladite 
sequence d'ADN dans le systeme nerveux des animaux, et d'induire Tapparition de 
symptomes facilement detectables de la maladie d 1 Alzheimer. 

Les adenovirus recombinants defectifs selon Tinvention peuvent etre prepares 
20 par toute technique connue de 1'homme du metier (Levrero et al., Gene 101 (1991) 
195, EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 2917). En particulier, ils peuvent etre 
prepares par recombinaison homologue entre un adenovirus et un plasmide portant 
entre autre la sequence d'ADN. La recombinaison homologue se produit apres co- 
transfection desdits adenovirus et plasmide dans une lignee cellulaire appH-opriee. La 
25 lignee cellulaire utilisee doit de preference (i) etre transformable par lesdits elements, 
et (ii), com porter les sequences capables de complementer la partie du genome de 
1'adenovirus defectif, de preference sous forme integree pour eviter les risques de 
recombinaison. A titre d'exemple de lignee, on peut mentionner la lignee de rein 
embryonnaire hurnain 293 (Graham et ah, J. Gen. Virol. 36 (1977) 59) qui contient 
30 notamment, integree dans son genome, la partie gauche du genome d'un adenovirus 
Ad5 (12 %). Des strategies de construction de vecteurs derives des adenovirus ont 
egalement ete decrites dans les demandes n° FR 93 05954 et FR 93 08596. 
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s 

Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon 
les techniques classiques de biologie moleculaire, comme illustre dans les exemples. 

Un autre objet de Invention concerne Tutilisation d'un adenovirus tel que 
defini ci-avant pour !a preparation d'un modele animal de la maladie d' Alzheimer. 

5 L'invention concerne egalement tout modele animal de la maladie d'Alzheirner 

comprenant un mammifere non-humain contenant un adenovirus recombinant tel que 
defini ci-avant. 

Comme indique ci-avant, I'utilisation des vecteurs decrits ci-avant permet de 
rnaniere tout a fait avantageuse de preparer des modeles animaux de la maladie 

10 d'Alzheirner fiables et particulierement simples a utiliser. Plus particulierement, dans 
ces modeles, l'adenovirus recombinant est administre par injection et, encore plus 
preferentiellement, par injection directe dans le systeme nerveux central. Ce mode 
d'administration est particulierement avantageux puisqu'il permet au vecteur d'infecter 
rapidement et efficacement les cellules nerveuses, pratiquement sans etre dissemine 

15 dans le reste de l'organisme. 

L'injection directe dans le systeme nerveux central est realisee de preference 
au moyen d'un appareil d'injection stereotaxique. Uemploi de ce type d'appareil penmet 
en effet de cibler avec une grande precision le site d'injection, comme le montrent les 
exemples. 

20 Avantageusement, l'adenovirus recombinant est administre sous forme de 

solutions, et en particulier de solutions steriles, isotoniques, ou de compositions 
seches, notamment lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau sterilisee ou de 
serum physiologique, permettent la constitution de solutes injectables. 

Les doses d'adenovirus recombinant defectif utilisees pour l'injection et le 
25 nombre d'injections peuvent etre adaptees en fonction de differents parametres, et 
notamment en fonction du mode d'administration utilise, de Tanimal utilise, etc. D'une 
maniere generate, les adenovirus recombinants selon Tinvention sont formules et 
administres sous forme de doses comprises entre 10 4 et 10 14 pfu/ml, et de preference 
10 6 a 10 10 pfu/ml. Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au pouvoir 
30 infectieux d'une solution de vims, et est determine par infection rfune culture cellulaire 
appropriee, et mesure, generalement apres 48 heures, du nombre de plages de cellules 
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infectees. Les techniques de determination du titre pfu d'une solution virale sont Ken 
documentees dans la litterature. 

Le nombre d'injections peut varier selon les cas, entre 1 et 5. 

De preference, les adenovirus recombinants sont administres a un animal age 
5 de 1 a 25 semaines, de preference de 4 a 20 semaines. Plus preferentiellement encore, 
l'injection est realisee sur des animaux de 8 a 10 semaines. 

Le mammifere non-humain utilise pour la preparation des modeles selon 
1'invention est avantageusement choisi parmi les rongeurs. Plus preferentiellement, il 
s'agit d'une souris, d'un rat, d'un cobaye ou d ! un lapin. Toutefois, d'autres animaux, 
10 comme le lemurien, peuvent egalement etre utilises. 

La presente invention decrit egalement un procede de preparation d'un 
modele animal de la maladie d'Alzheimer selon lequel on administre, a un mammifere 
non-humain, un adenovirus recombinant comprenant une sequence d'ADN codant 
pour une forme du precurseur du peptide amyloi'de. 

15 La presente invention a egalement pour objet un procede de mise en evidence 

de composes ou compositions actifs vis-a-vis de la maladie d 1 Alzheimer selon lequel on 
administre ledit compose ou ladite composition a un animal tel que decrit ci-dessus, et 
on determine son activite sur les effets induits par Tadenovirus recombinant 

Avantageusement, le compose ou la composition est administre par voie 
20 orale, topique, parenterale, intranasale, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, 
intraoculaire, transdermique, etc. 

L'invention comprend aussi tout compose ou composition actif vis-a-vis de la 
maladie d'Alzheimer, obtenu par le procede decrit ci-avant 

La presente invention sera plus completement decrite a Taide des exemples 
25 qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

Le gende des figures 

Figure 1 : Representation du vecteur pXL2244 
Figure 2 : Representation du vecteur pSh-Ad-APP695 
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Techniques generates de biologle moleculaire 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, 1'electrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
5 purification de fragments d'ADN par electroelution, les extraction de proteines au 
phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
l'ethanol ou de I'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
connues de I'homme de metier et sont abondament decrites dans la litterature [Maniatis" 
T. et ah, "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 
10 Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current Protocols in 
Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie M13 sont 
d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 
15 par electrophorese en gels d'agarose ou d'accylamide, extraits au phenol ou par un 
melange phenol/chloroforme, precipites a l'ethanol puis incubes en presence de l'ADN 
ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du fournisseur. 

Le remplissage des extremites 5* proeminentes peut etre effectue par le 
fragment de Klenow de l'ADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les specifications 
20 du fournisseur. La destruction des extremites 3 1 proeminentes est effectuee en presence 
de TADN Polymerase du phage TA (Biolabs) utilisee selon les recommandations du 
fabricant. La destruction des extremites 5* proeminentes est effectuee par un traitement 
menage par la nuclease SI. 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques peut 
25 etre effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. H 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

^amplification enzymatique de fragments d*ADN par la technique dite de PCR 
[Polymerase-catalyzed Chain Reaction, Saiki R.K. et al., Science 22Q (1985) 1350- 
1354; Mullis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut etre 
30 effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
specifications du fabricant. 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par la methode 
developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463-5467]. 
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Exemples 

Exemple 1. Construction du vecteur pSh-Ad-APP695. 

Cet exernple decrit la construction d'un vecteur coniprenant une sequence 
d-ADN codant pour le precurseur du peptide amyloide APP695 sous le controle tfun 
5 prornoteur constitue par le LTR du virus du sarcome de rous (LTR-RSV). 

1.1. Vecteurs de depart : 

- Vecteur pXL2244 : Le plasmide pXL2244 contient 1'ADNc de TApoAI sous 
le controle du prornoteur LTR du virus RSV, ainsi que des sequences de l'adenovirus 
Ad5 (figure 1). II a ete construit par insertion d'un fragment Clal-EcoRV contenant 

10 1'ADNc codant pour la preproApoAI dans le vecteur pLTR RSV-Bgal (Stratford- 
Perricaudet et al. f J. Clin. Invest. 90 (1992) 626), digere par les meme enzymes. 

- Vecteur pSVK3 APP695 : Ce vecteur contient tine sequence codant pour 
1'isoforme 695 du precurseur du peptide amyloide (fourni par le Dr. J.N. Octave) 
(Kang et al. precitee). 

15 1.2. Construction du vecteur pSh-Ad-APP695 

Cet exemple decrit la construction du vecteur pSh-Ad-APP695 contenant la 
sequence codant pour Pisoforme 695 du precurseur du peptide amyloide sous controle 
du LTR du virus RSV, ainsi que des sequences de Tadenovirus Ad5 permettant la 
recombinaison in vivo. 

20 Le vecteur pSVK3 APP695 a ete digere par les enzymes EcoRV et Sail. Le 

fragment EcoRV-Sall de 2 kb contenant la sequence codant pour l'isofornie 695 du 
precurseur du peptide amyloide a ensuite ete isole et purifie par electrophorese sur un 
gel d'agarose LMP ("Low Melting Point"). Parallelement, le vecteur pXL2244 a ete 
traite par Tenzyme de restriction Clal (site en position 1089 sur la figure 1). Les 

25 extremites ont ensuite ete rendues franches par traitement en presence du fragment 
klenovv de TADN polymerase. Le vecteur a ensuite ete digere par 1'enzyme Sail (site en 
position 1930 sur la figure 1). Le vecteur lineaire de 7 kb resultant a ensuite ete isole 
et purifie par electrophorese sur un gel d'agarose LMP. Les fragments de 2 et 7 kb 
ainsi obtenus ont ensuite ete ligatures pour generer le vecteur pSh-Ad-APP695 

30 (figure 2). 
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Exemple 2. Fonctionalite du vecteur pSh-Ad-APP695 

La capacite du vecteur pSh-Ad-APP695 a exprimer sur culture cellulaire 
Tisoforme 695 de TAPP a ete demontree par transfection transitoire de cellules COS1. 
Pour cela, les cellules (10^ cellules par boite de 10 cm de diametre) ont ete 
5 transferees (8 \ig de vecteur) en presence de Transfectam. Apres 72 heures, les 
proteines totales et secretees ont ete analysees en western blot. A cet effet, les 
proteines sont separees selon leur masse par electrophorese sur iui gel de 
polyacrylamide puis transferees sur une membrane de nitrocellulose. La presence 
d'APP est ensuite confirmee par reaction immunologique selon la methode ECL 
10 (Amersham) en utilisant I'anticorps specifique 22C11 (Boehringer). 

Exemple 3. Construction de 1'adenovirus Ad-APP695 

Le vecteur pSh-Ad-APP695 a ete linearise et cotransfecte avec un vecteur 
adenoviral deficient, dans les cellules helper (lignee 293) apportant en trans les 
fonctions codees par les regions El (El A et E1B) d'adenovirus. 

15 Plus precisement, 1'adenovirus Ad-APP695 a ete obtenu par recombinaison 

homologue in vivo entre 1'adenovirus mutant Ad-dll324 (Thimmappaya et aL, Cell 31 
(1982) 543) et le vecteur pSh-Ad-APP695, selon le protocole suivant : le plasmide 
pSh-Ad-APP695 et Tadenovims Ad-dll324, linearise par Tenzyme Clal, ont ete co- 
transfectes dans la lignee 293 en presence de phosphate de calcium, pour permettre la 

20 recombinaison homologue. Les adenovirus recombinants ainsi generes ont ete 
selectionnes par purification sur plaque. Apres isolement, TADN de Tadenovirus 
recombinant a ete amplifie dans la lignee cellulaire 293, ce qui conduit a un sumageant 
de culture contenant 1'adenovirus defectif recombinant non purifie ayant un titre 
d'environ 10 10 pfu/ml. 

25 Les particules virales sont ensuite purifiees par centrifugation sur gradient de 

chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment Graham et al., 
Virology 52 (1973) 456). L'adenovirus Ad-APP695 peut etre conserve a -80°C dans 
20 % de glycerol. 

Exemple 4. Fonctionalite de Tadenovirus Ad-APP695 

30 La capacite de 1'adenovirus Ad-APP695 a exprimer sur culture cellulaire 

Tisoforme 695 de l'APP a ete demontree par infection des cellules de la lignee 293. La 
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presence d'APP dans les cellules a ensuite ete determinee dans les memes conditions 
que dans l'exemple 2. 

Ces etudes permettent de montrer que l'adenovirus exprime bien le variant 
695 de I'APP en culture cellulaire. 

5 Exemple 5, Construction d'un modele animal 

Cet exemple decrit la construction d'un modele animal de la maladie 
d'Alzheimer contenant un adenovirus capable d'exprimer le variant 695 de 1'APP. 

L'adeno virus prepare dans l'exemple 3 est utilise sous forme purifiee (3,5 10^ 
pfu/(il), dans une solution saline phosphate (PBS). 
10 Les animaux, prealablement anesthesies, sont prepares par injections directes 

dans le systeme nerveux central et t plus precisement, au niveau de rhippocampe et du 
cortex entorhinal. Les injections sont realisees a Faide d'une canule (diametre exterieur 
280 pm) connectee a une pompe. La vitesse d'injection est fixee a 0,5 |aJ/min, apres 
quoi, la canule reste en place pendant 4 minutes supplementaires avant d'etre 
15 remontee. Le volume d'injection dans rhippocampe et le cortex entorhinal est de 1 (J. 
La dose d'adenovirus injectee est de 3,5. 10^ pfu/pl. 

Pour Pinjection dans rhippocampe, les coordonnees stereotaxiques sont les 
suivantes : AP=-2 t 0; ML=1,5; V=-2,5 (les coordonnees AP et ML sont determinees 
par rapport au bregma, la coordonnee V par rapport a la surface de l'os cranien au 
20 niveau du bregma. 

Pour Tinjection dans le cortex entorhinal, les coordonnees stereotaxiques sont 
les suivantes : AP=-3,5; ML=3,5; V=-3,7. 

Les injections suivantes sont realisees : 

- 11 souris C57B1/6 males, agees de 2 mois, sont injectees avec 3,5. 10^ 
25 pfxx/yl d'adenovirus ad-APP et 4 avec 3,5. 10 6 pfu/pl d'adenovirus ad-APP + 3,5. 10 5 

pfu/|il d'adenovirus ad-6Gal (Le Gal La Salle et al., Science 259 (1993) 988). 

- 5 souris C57B1/6 males, agees de 2 mois, sont injectees avec 3,5. 10^ pfu/pl 
d'adenovirus ad-BGal. 

Analyse histologique 

30 Au cours du temps (7, 15, 30 et 60 jours apres Tinjection) la surexpression de 

TAPP695 au niveau du site d'injection intracerebral est analysee par immunohistologie. 
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Les animaux sont sacrifies, sous anesthesie, par perfusion intracardiaque de 4% 
paraformaldehyde. Apres prelevernent et post-fixation (2 heures), le cerveau est coupe 
au cryomat : des coupes de 40 jjm d'epaisseur sont recueillies dans du tampon. Ces 
coupes flottantes sont ensuite traitees pour la revelation immunohistologique de 
5 TAPP695 par un anticorps specif ique 22C11 (Boehringer) (methode de streptavidine- 
biotine peroxydase). 

En plus de Tanalyse histologique demontrant la surexpression de TAPP695, 
les animaux de Tinvention permettent de mettre en evidence Tincidence de cette 
surexpression sur le developpement de pathologies cerebrates liees a la maladie 

10 d' Alzheimer, comme la presence de proteine 8-amyloide en depots diffus ou en 
plaques, la presence de degenerescence neurofibrillaires et de plaques neuritiques, ou 
encore des pertes neuron a les et synaptiques. Comme pour TAPP695, la presence de 
beta-A4, PHF, Ubiquitine et GFAP est determinee par immunohistologie. Dans ce cas, 
Timmunohistologie est realisee sur coupes en paraffine, le cerveau ayant ete 

15 prealablement deshydrate et inclu en paraffine. 

Analyse comportementale 

Les animaux de Tinvention permettent egalement de mettre en evidence 
l'incidence de la surexpression d' APP695 sur le comportement, et en particulier, sur les 
processus mnesiques. A cet egard, le test de la piscine (R. Morris, J. Neurosc. Meth. 
20 11 (1984) 47) perrnet de mesurer l'effet de Tinjection de I'adeno-APP, et eventuellemet 
dun compose ou d'une composition a tester, sur certains de ces processus. 
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REVENDICATIONS \ 

1. Adenovirus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADN codant 
pour une forme du precurseur du peptide amyloide. 

2. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il est depourvu des 
5 regions de son genome qui sont necessaires a sa replication dans la cellule cible. 

3. Adenovirus selon la revendication 2 caracterise en ce qu'i] s'agit d'un 
adenovirus humain de type Ad2 ou Ad5 ou canin de type CAV-2. 

4. Adenovirus selon Tune des revendications 1 a 3 caracterise en ce que la 
sequence d'ADN heterologue code pour tout variant naturel ou synthetique de FAPP. 

10 5. Adenovirus selon la revendication 4 caracterise en ce que la sequence 

d'ADN heterologue code pour TAPP695, l'APP751 ou TAPP770. 

6. Adenovirus selon la revendication 4 caracterise en ce que la sequence 
d'ADN heterologue code pour le precurseur du peptide amyloide tronque dans sa 
region N-terminale. 

15 7. Adenovirus selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce 

que la sequence d'ADN est placee sous le controle de signaux d'expression permettant 
son expression dans le systeme nerveux d'un animal, choisis de preference parmi les 
promoteurs d'origine virale. 

8. Adenovirus selon la revendication 7 caracterise en ce que les signaux 
20 d'expression sont choisis parmi les promoteurs El A, MLP, CMV et LTR-RSV. 

9. Adenovirus recombinant defectif caracterise en ce qu'il comprend une 
sequence d'ADN codant pour une forme du precurseur du peptide amyloide sous 
controle du LTR-RSV. 

10. Utilisation d'un adenovirus selon Tune des revendications 1 a 9 pour la 
25 preparation d'un modele animal de la maladie d'Alzheimer. 

11. Modele animal de la maladie d'Alzheimer caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
mammifere non-humain con tenant un adenovirus recombinant selon Tune des 
revendications 1 a 9. 



WO 95/22616 



PCT/FR95/00187 



14 

12. Modele animal selon la revendication 11 caracterise en ce que 
l'adenovirus recombinant est administre par injection. 

13. Modele animal selon la revendication 12 caracterise en ce que 
l'adenovirus recombinant est administre par injection dans le systeme nerveux central. 

5 14. Modele animal selon la revendication 13 caracterise en ce que 

l'adenovirus recombinant est administre par injection dans le systeme nerveux central 
au moyen d'un appareil d'injection stereotaxique. 

15. Modele animal selon Tune des revendications 11 a 14 caracterise en ce 
que l'adenovirus recombinant est administre a un animal age de 1 a 25 semaines, et de 

10 preference, de 4 a 20 semaines. 

16. Modele animal selon Tune des revendications 11 a 15 caracterise en ce 
que l'adenovirus recombinant est administre sous forme d'une solution sterile 
partiellement purifiee. 

17. Modele animal selon Tune des revendications 11 a 16 caracterise en ce 
15 que le mammifere non-humain est choisi parmi les rongeurs. 

18. Modele animal selon la revendication 17 caracterise en ce qu'il s'agit d'une 
souris, d'un rat, d'un cobaye, d'un lemurien ou d'un lapin. 

19. Procede de preparation d'un modele animal de la maladie d'Alzheimer 
caracterise en ce que Ton administre, a un mammifere non-humain, un adenovirus 

20 recombinant comprenant une sequence d'ADN codant pour une forme du precurseur 
du peptide amyloide. 

20. Procede de mise en evidence de composes ou compositions actifs vis-a- 
vis de la rnaladie d'Alzheimer caracterise en ce que Ton administre ledit compose ou 
ladite composition a un animal selon Tune des revendications 11 a 18, et on determine 

25 son activite sur Teffet induit par l'adenovirus recombinant. 

21. Procede selon la revendication 20 caracterise en ce que le compose ou la 
composition sont administres par voie orale, topique, parenterale, intranasals 
intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire ou transdermique. 
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22. Compose actif vis-a-vis de la maladie d'Alzheimer, obtenu par le procede 
selon ies revendications 20 a 21. 

23. Composition active vis-a-vis de la maladie d'Alzheimer, obtenue par le 
procede selon les revendications 20 a 21. 
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FIGURE 2 
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